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Badania naukowe skierowane na poszukujgce nowych substancji aktywnych biologicznie
stanowig bardzo istotny fragment wspdlczesnej syntezy organicznej, medycznej i farmaceutycznej, sg
one przedmiotem nieustannego zainteresowania nie tylko nauki akademickiej, ale réwniez przemyshi.
Szczegblna uwaga, w tym kontekécie, ciesza sie badania nad modyfikacja zwigzkéw aktywnych
farmaceutycznie o pochodzeniu naturalnym, gdyz maja one dobrze rozpoznane wiasciwosci lecznicze.
Ponadto ich modyfikacja chemiczna powinna, z wysokim stopniem prawdopodobienistwa, doprowadzié
do nowych substancji o zadanych wladciwoéciach farmaceutycznych, a wiec jest to podejécie mniej
kosztowne, w pordwnaniu do empirycznego przeszukiwania duzych bibliotek substancji chemicznych.
Taka tez strategie podjela Autorka przedstawionej Rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Julii Krzywik,
przedstawiajac wyniki badan nad synteza i1 wladciwo$ciami oraz aktywnoscig biologiczng pochodnych

kolchicyny, ktore zdaniem Autorki, maja niewykorzystany dotad wysoki potencjal farmaceutyczny.

Mimo zwyczajowego oczekiwania, ze wynikiem doktoratu wdrozeniowego bedzie wdrozenie
nowego produktu, lub istotne ulepszenia istniejgcego procesu jego wytworzenia, spora cze$é takich
doktoratéw w dyscyplinach farmaceutycznych, medycznych lub chemicznych konczy sie na
wezeSniejszym etapie badan — gdy nowy lek jeszcze nie zostal opracowany, ale otrzymane wyniki istotnie
poszerzyly wiedze prowadzaca do jego wytworzenia. Podobnie w przypadku rozprawy doktorskiej mgr
inz. Julii Krzywik: wyniki przeprowadzonych badan nie doprowadzily jeszcze do powstania nowego leku,
ale postuzyli oni podstaws do rozpoznania, przez Pracodawce, kierunkéw dalszych badan nad nowymi
produktami oraz do zabezpieczenia wlasno$ci intelektualnej na potencjalne przyszle wynalazki -
struktury nowych czgsteczek chemicznych uznanych za kandydatéw na nowe leki przeciwnowotworowe.
Stwierdzi¢ réwniez nalezy, ze zalozenia doktoratu zostaly z nadmiarem osiagniete, gdyz jako wdrozenie
zostalo uznane wytworzenie nowych technologii syntezy wolnych patentowo pochodnych kolchicyny,

ktore uzyskaly ochrone patentowg. Ponadto cze$é z syntetyzowanych zwigzkdéw juz poszerzyli portfolio



oferty handlowej Pracodawcy - z latwo$cig mozna ich rozpoznaé w katalogu substancji sprzedawanych

firmg TriMen Chemicals:

http://www.advamacs.com/search.html?search for=MethylaminoColchicine ;
http://www.advamacs.com/search.html?search for=Colchicine ;

http://www.advamacs.com/index.html.

A wiec, w przypadku rozprawy doktorskiej mgr inz. Julii Krzywik z calym przekonaniem mozna
stwierdzi¢, Ze praca spemia kryteria doktoratu wdrozeniowego, gdyz przedmiotem programu jest
tworzenie warunkéw do rozwoju wspdlpracy podmiotéw systemu szkolnictwa wyzszego i nauki z
otoczeniem spoleczno-gospodarczym, prowadzonej w ramach szkét doktorskich i polegajgeej na
ksztalceniu doktorantéw we wspélpracy z zatrudniajgeymi ich przedsiebiorcami albo innymi
podmiotami, ktérej efektem bedzie wdrazanie w tych podmiotach wynikéw prowadzonej przez

doktorantéw dzialalnoéei naukowsej.

Przedstawione w rozprawie badania bazowaly sie na syntezie nowych (oraz wczeéniej
opisanych) pochodnych kolchicyny z nastepujaca ich analizg z wykorzystaniem wielorakich metod
analitycznych, fizykochemicznych tudziez spektralnych. Réwniez, w ramach wspdlpracy z naukowcami
z polskich i zagranicznych oérodkéw naukowych, cytotoksycznoéé nowych substancji wzgledem linii
komorkowych nowotworéw ludzkich, ich selektywno$é wzgledem wybranych linii komorkowych i
zdolnoéé¢ do zwalczania lekoopornych komérek nowotworowych zostaly zbadane. Wybrane metody
dokowania molekularnego oraz préby wyjadnienia zaleznoéci struktura a aktywnoéé biologiczna

zwigzkow zostaly podjete takze we wspolpracy.

Przedlozona do recenzji Rozprawa doktorska to liczacy 65 stron wydruk komputerowy do
ktérego zostaly zalaczone wydruki oryginalnych publikacji i przyznanych patentow.

Na uwage zasluguje uklad przedstawionej rozprawy. Autorka kurtuazyjnie przedstawila
obszerne, lecz uzasadnione PODZIEKOWANIA wszystkim osobom, ktére okazywali jej wsparcie,
nastepnie umiescila zwiezle STRESZCZENIE (w jezyku polskim oraz angielskim) w ktérym jednoznacznie

zdefiniowala przedmiot badan.

Prosty SPIS TRESCI, podany na 11 stronie, istotnie ulatwia nawigacje po rozprawie, a spis
publikacji i patentéw, stanowigcych podstawe rozprawy doktorski, jednoznacznie podkreéla wartos§é

przedmiotu badan.



Nastepnie jako pierwszy rozdzial rozprawy, Autorka przedstawil CEL PRACY, w ktérym
podzielila ona przedmiot badan na poszczegolne zadania i jednoznacznie wskazala swéj udziat osobisty
w uzyskanych wynikach. Podzielony na kilka zadai cel pracy mozna zreasumowaé nastepujgco:
opracowanie struktury oraz procedury syntetycznej nowych wolnych patentowo analogéw kolchicyny o
co najmniej niepogorszonym potencjale wykorzystania (w pordéwnaniu do kolchicyny naturalnej) w

walce z nowotworami.

W drugim rozdziale rozprawy zostal przedstawiony DOROBEK NAUKOWY i przebieg kariery
zawodowej Autorki. Nastepnie zostal ponownie przedstawiony wykaz publikacji i patentéw stanowiacy
podstawe przedlozonej rozprawy, ale tym razem zawieral on réwniez informacje o wkladzie Autorki i jej
udziale (merytorycznym oraz procentowym) w kazdym z powstalych dziel. Umieszczona tabela jeszeze
raz podsumowuje te 5 publikacji oraz 2 polskie patenty. Pdiniej przedstawiono wykaz prezentacji,
glownie na konferencjach krajowych oraz wykaz 3 projektéw badawczych, w ktérych Autorka byla

wykonawca, tudziez wykaz nagrod, w wiekszo$ci za osiggnieci akademickie.

! Istotnym jest fakt, ze mgr inz. Julii Krzywik jest wspélautorem wigkszej ilosci publikacji i prezentacji
konferencyjnych, anizeli te stanowiqce podstawe Rozprawy. Jednakoz wqtek ten nie podlega ocenie

w ramach recenzowania przediozonej Rozprawy.

Interesujacym jest kolejny rozdzial 3: WPROWADZENIE. W tym rozdziale Autorka w formie
przystepnej przedstawila aktualny stan wiedzy dotyczacy dynamiki zwiekszenia iloéci przypadkow
nowotworowych u ludzi, wlasciwosci biologicznych kolchicyny oraz jej potencjale byé wykorzystanym w
terapii chor6b onkologicznych, tudziez wybrane zagadnienia z zakresu zaleznoéci struktura - aktywnosé
przeciwproliferacyjna pochodnych kolchicyny. Podana w tym rozdziale informacje sluzy dobrym

wprowadzeniem do tre$ci merytorycznej rozprawy.

Podstawowym jednak rodzilem uzna¢ nalezy kolejny rozdzial: OMOWIENIE WYNIKOW BADAN.
Rozdzial ten liczy 24 stron maszynopisu i posiada wlasna zlozona strukture podrozdziatdow. Rozdzial
zawiera logiczne wprowadzenie i za razem streszczenie prac oryginalnych, bedgcych podstawg rozprawy.
Jak wynika z jego tresci, Autorka postanowila wprowadzi¢ w strukture kolchicyny dwie podstawowe
modyfikacji: podstawi¢ grupe C10 metoksylowg na grupe aminometylowg oraz podstawié¢ grupe Cy
amidowa na jeden z wielu wybranych bioizosteréw. Po otrzymaniu kilka serii pochodnych, rézniacych
sie podstawnikami przy Cy, Autorka przekazala probki do przeprowadzenia badan biologicznych.
Okre$lono wartoéci 1C50, indeks opornoéci (RI) wskazujacy na skutecznoéé substancji wzgledem
lekoopornej linii LoVo/DX, oraz indeks selektywnoéci (SI) wzgledem komorek normalnych BALB/3T3.

Podsumowujac badania biologiczne stwierdzi¢ mozna, ze w §réd przedstawionych w rozdziale
29 (catkowita zadeklarowana ilo§¢ nowych substancji otrzymanych w ramach realizacji doktoratu to 110)

nowych pochodnych wiekszoé¢ cechuje sie znaczgco przewyzszajaca cytotoksyceznoécig w poréwnaniu



zarébwno do macierzystej kolchicyny jak i do kontrolnych zwigzkéw referencyjnych doksorubicyny i
cisplatyny, oraz niskim indeksem (leko)odpornoéci. Ciekawe wyniki zostaly réwniez otrzymane podczas
sprawdzenia indeksu selektywnodci: okazalo sie, ze 3 substancji byly istotnie selektywne wobec LoVo
(nowotwdr jelita grubego), 3 wobec MCF-7 (nowotwor piersi), oraz jedna wobec A549(nowotwdr plué).

! Niestety umieszczona w rozdziale tabela 2: IC50, zawiera jedynie dane dotyczqce wybranych 18
zwiqzkéw, do tego czeSciowo innych, anizeli rysunek 6: RI i rysunek 7: SI. Nie pozwala to na
samodzielnq interpretacje wynikéw i weryfikacje niektérych wnioskéw Autorki, np. ze zwiqzki IV-20
oraz IV-21 sq zdolne do przelamania lekoopornosci komérek LoVo/DX. A wiec dla pelnego
zZrozumienia tresci rozprawy niezbedna jest szczegdlowa analiza poréwnawcza wszystkich

zalqczonych publikacyi.

? Na tym etapie wynika pytanie odnosénie do niektérej pozornej sprzecznosci
metodologicznej, gdyz selektywnosé byla wyznaczana wzgledem komérek normalnych
Jibroblastéw mysich a nie komérek normalnych ludzkich jelita grubego, piersi oraz

plué?

Struktury wybranych zwiazkéw zastaly przekazane do modelowania komputerowego i badan
dokujacych, ktore wykazaly na mozliwosé skutecznego koordynowania zwigzkéw przez tubuline oraz na
dodatkowe oddzialywania w utworzonych kompleksach spowodowane obecno$cig wprowadzonych

podstawnikow.

W érod wszystkich przetestowanych zwigzkéw, uwzgledniajac ich cytotoksyezno$é, selektywnosé
i indeks lekoopornoéci, do badan przedklinicznych zostalo wytypowano: po jednej pochodnej aminowej,
karbaminianowej, tiomocznikowej, triazolowej wykazujacych aktywnoéé wzgledem wszystkich
testowanych linii nowotworowych, jak rowniez 6 bardziej selektywnych wzgledem poszczegdlnych linii

komérkowych zwigzkéw przedstawionych w Tabele 4.

W kolejnym podrozdziale Autorka usystematyzowata wykonana prace za pomoca 21 czgstkowej
konkluzji, dotyczacej jak to technicznych aspektéw syntezy wybranych pochodnych (np. ,,wykazalam ze
z dobrym rezultatem, z uzyciem chloromréwezanu pirydyny, mozna otrzymaé aldehydy z odpowiednich
alkoholi i uzy¢ je nastepnie do reakeji reduktywnego aminowania”...), jak i te dotyczace wstepnych prob

uogblnienia zaleznoéci struktura a wlagciwosci.

W rozdziale PODSUMOWANIE, Autorka jeszcze raz podsumowala otrzymane wyniki.

! Struktura rozprawy doktorskiej uwzglednia kilkokrotne powozenia tych samych konkluzji
przedstawionych w nieco inny spos6b w réznych rozdzialach i podrodzinach. Wydaje sig to byé jedynie
nieistotnqg osobliwoscig stylistyczng wynikajgeq z chect Autorki doniesé tre$é rozprawy w jak

najbardziej zrozumiaty sposob.



Rozdziale SPIS CYTOWANEJ LITERATURY zawiera 110, starannie sformatowanych, pozycji, co

jest warto&cia zréwnowazona dla tego typu badanh.

Jako ZARLACZNIK DO ROZPRAWY, na stronach nieposiadajacych jednolite] numeracji,
przedstawiono wydruki pelnych tekstéw wszystkich 7 prac: 5 publikacji w wysokiej randze
recenzowanych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym i 2 patenty Polskie. Wiasnie te
publikacji liczace lacznie 21 IF (Sredni zadeklarowany udzial procentowy Autorka wynosi ok. 50%) oraz

dwa patenty stanowig tre$¢é merytoryczng recenzowanej rozprawy.

Publikacja #1: Molecules 2020, 25, 1789. Synthesis, Antiproliferative Activity and
Molecular Docking Studies of Novel Doubly Modified Colchicine Amides and Sulfonamides as
Anticancer Agents.

Udzial mgr inz. Julii Krzywik w tej publikacji, ktory sprowadzal sie gléwnie do zaplanowania
struktur czasteczek, ich syntezie i identyfikacji, jak réwniez do przygotowania manuskryptu i odpowiedzi

recenzentom, zostal oszacowany na 45%.

Opublikowane badania objely synteze nowych amidéw oraz sulfanilamidéw metylaminowe;j
pochodnej kolchicyny. Otrzymane pochodne zostaly scharakteryzowane prawidtowo za pomoca metod
spektroskopowych, a struktury 8 wybranych potwierdzone metodami dyfrakecji promieni

rentgenowskich.

Dalsze badania zostaly przeprowadzone we wspélprace. Zostaly obliczone geometrii oraz
wlasciwosci elektronowe otrzymanych czasteczek, a nastepnie przeprowadzone badania dokowania
czareczek do tubuliny. Podstawowe wlasciwosci biologiczne syntetyzowanych zwigzkéw IC50 oraz Si
zostaly wyznaczone eksperymentalnie. Mimo tego, ze cze$é zwigzkow wykazala sie wysoka aktywnoscia
biologiczng i selektywnos$cig wzgledem linii nowotworowych, zaleznosci pomiedzy sila odzialywania
czgsteczka — bialko a aktywno$cia tej czasteczki wykryé sie nie udato. Najbardziej rokujacym okazala sie
pochodna kwasu 4,4,4-trifluorobutanowego, ktéra byla zar6wno wysoce aktywna, wzgledem wszystkich
testowanych linii nowotworowych, i selektywna. Udalo sie rowniez rozpoznaé bardziej selektywne

wzgledem linii MCF-7 pochodna cechujaca sie SI=10.

! Jezeli interpretacja cze$ci biologicznej i obliczeniowej moze byé podstawq do dyskusji, to czesé
chemiczna publikacji zostala wykonana wzorcowo nie pozostawiaé miejsca dla dalszych komentarze.
Wszystkie syntezy zostaly starannie zaplanowane, przeprowadzone i opisane, a otrzymane produkty

odpowiednio scharakteryzowano.

Publikacja #2: Molecules 2020, 25, 3540. New Series of Double-Modified Colchicine
Derivatives: Synthesis, Cytotoxic Effect and Molecular Docking.



Udzial mgr inz. Julii Krzywik w tej publikacji, ktory sie sprowadzat sie glownie do zaplanowaniu
struktury czasteczek, ich syntezie i identyfikacji, jak réwniez do przygotowania manuskryptu i

odpowiedzi recenzentom, zostal oszacowany na 55%.

Opublikowane badania objely synteze nowych pochodnych kolchicyny zawierajacych
drugorzedowe grupy aminowe w pozycjach Ci0, i C7. Seria 14 zwigzkéw roznila sie jedynie
podstawnikiem przy C7 atomie azotu i zostala otrzymana wedlug jednej klasycznej procedury
redukcyjnego aminowania znanej diaminopochodnej kolchicyny. Wszystkie substancji zostaly
utworzone z umiarkowanymi wydajno$ciami oscylujgeymi ok 45% i opisane zgodnie z ich windami 1H,
13C NMR i MS.

Podobnie do publikacji #1, IC50 zostaly zmierzone dla wszystkich zwigzkoéw, a SI oraz RI
obliczone jako odpowiednie pochodne IC50. Badania teoretyczne zostaly przeprowadzone i oszacowano
energii wigzania testowanych zwiazkoéw do tubuliny. Wyniki wykonanego dokowania molekularnego

wskazujg na mozliwo$¢ mocnego odzialywania miedzyczasteczkowego w kompleksach gosé-gospodarz.

Jako ogdlny wniosek tej publikacji uznaé¢ mozna stwierdzong wysokg aktywno$¢ biologiczng
niektérych nowych pochodnych kolchicyny, a w szczegdlnosci tej zawierajgcej w pozycji C7 grupe 2-

chlorobenzyloaminowa. Niestety nie udalo sie ustali¢ wyraznej korelacji SAR.

? Poniewaz, z syntetycznego punktu widzenia, otrzymywanie pochodnych
przedstawionych w publikacji #2 jest znacznie latwiejsze anizeli pochodnych
przedstawionych w publikacji #1, i w ten sam czas, wklad Autorki jest oszacowany jako
0 22,(2)% {(55-45)*100%/44} wickszy, nie jest jasne jaki algorytm zostal przyjety do

wyliczenia udziatu poszczegdlnych wspélautorow tej publikacyi.

Publikacja #3: European Journal of Medicinal Chemistry, 215, 2021, 113282, An
insight into the anticancer potential of carbamates and thiocarbamates of 10-demethoxy-10-

methylaminocolchicine

Udzial mgr inz. Julii Krzywik w tej publikacji, ktory sie sprowadzat sie gléwnie do zaplanowaniu
struktury czgsteczek, ich syntezie i identyfikacji, jak rowniez do przygotowania manuskryptu i

odpowiedzi recenzentom, zostal oszacowany na 40%.

Opublikowane badania objely synteze nowych pochodnych kolchicyny zawierajacych grupe
metyloaminowg w pozycjach C10, oraz grupy karbaminianowe lub tiokarbaminianowe w pozycji C7.
Seria 17 zwigzkéw rdznila sie jedynie podstawnikiem przy C7 atomie azotu i zostala otrzymana wedlug
jednej klasycznej procedury polegajacej na reaktywnosci fosgenu (lub tiofosgenu) w reakcjach w
aminami i alkoholami. Substancji zostaly utworzone z umiarkowanymi lub dobrymi wydajnosciami
(18% - 95%) i scharakteryzowane zasobami spektroskopii 1tH, 13C NMR i MS. Strukture czesci
otrzymanych zwigzkéw udalo sie potwierdzié wykonujac pomiary rentgenostrukturalne, ktére rowniez

wykazaly zbiezno$é geometrii w czeéci kolchicyny. Obliczone geometrii nowych czgsteczek oraz ich



wlasciwosci elektronowe ,tudziez zdolnoéé do tworzenie wigzai wodorowych zostaly wykorzystane do

budowy modelu odzialywania czgsteczek z tubuling.

Wiaséciwoéci biologiczne serii zwigzkéw zostaly oznaczone eksperymentalnie. Nowe pochodny
wykazaly sie znacznie wigkszg aktywnoécig antiproliferacyjng, a cze$é z nich byla réwniez wysoce
selektywna wzgledem komérek nowotworowych (z wyjatkiem linii lekoopornej). Niestety w wiekszo$ci
nowe modyfikacje nie pozwolili istotnie przelamaé lekoopornoéé nowotwordéw, wykazujge wysokie
wskazniki RI. Obliczenia komputerowe wykazaly, ze nowe zwigzki maja spore powinowactwo do
tubuliny, jednak nie jest ono znaczgco wieksze anizeli w przypadku wyjéciowej kolchicyny. Podjete
obliczeniowe proby odnalezienie iloSciowej zalezno$ci struktura — aktywno$¢ zostaly optymistycznie
podsumowane jakkolwiek doprowadzily one do akceptowalnej zbieznodci pomiedzy teoretycznym i
eksperymentalnym znaczeniem IC50 jedynie w ograniczonej iloéci przypadkéw. Otrzymane wyniki
pozwolily wspélautorom wytypowaé 6 najlepiej rokujacych substancji — kandydatéw na badania

przedkliniczne.
Od strony chemicznej przedstawione wyniki nie budza zastrzezen.

? Dodatkowego wyjasnienia wymaga jedynie fakt rozbieznosci obliczonej energii
odzialywania tubuliny oraz kolchicyny (i jej C10 metylamino pochodnej), ktérq mozna

zaobserwowacé porownujqc Artykuly II'i I11.

Publikacja #4: Bioorg Med Chem Lett. 2021, 47:128197. Synthesis and antiproliferative

screening of novel doubly modified colchicines containing urea, thiourea and guanidine moieties

Udzial mgr inz. Julii Krzywik w tej publikacji, ktory sie sprowadzat sie gléwnie do zaplanowaniu
struktury czasteczek, ich syntezie i identyfikacji, jak réwniez do przygotowania manuskryptu i

odpowiedzi recenzentom, zostal oszacowany na 60%.

Opublikowane badania objely synteze i charakteryzacje serii nowych mocznikéw oraz
tiomocznikéw oraz jedng pochodng guanidyny, zawierajacych fragment modyfikowanej kolchicyny.
Synteza pochodnych bazowala sie na kilku klasycznych podejciach: reakecji amin z fosgenem (lub
tiofosgenem), izocyjanianem (lub izotiocyjanianem), jak réwniez chlorkami dialkylkarbamoylu.
Wszystkich otrzymano 23 pochodnych, w wiekszosci, z bardzo dobrymi wydajno$ciami. Na szczegdlng
uwage zasluguje fakt, ze wyj$ciowa pochodna kolchicyny zawierala 2 grupy aminowe: 1° oraz 2° rzedowe,
Autorce jednak udalo sie tak dobraé¢ warunki reakcji by podstawienie zostalo skierowane we wlasciwym
kierunku. Otrzymane pochodne zostaly prawidlowo scharakteryzowane z uzyciem spektroskopii 1H, 13C

NMR oraz spektroskopii mas.

Substancji zostaly réwniez zbadane pod katem okre§lenia ich wla$ciwosei antiproliferacyjne;.
Analiza otrzymanych wynikéw pozwala stwierdzi¢, ze mimo umiarkowanej cytotoksycznosci, czesé
zwigzkOw (2) miala wyrdzniajgca sie zdolno$é do przelamania lekoopornoéci referencyjnej linii
komoérkowej LoVo/DX, wtedy jak inna cze§é (4) byla selektywna wzgledem komérek rakowych glownie

MCF-7 oraz LoVo. Jedna najbardziej selektywna pochodna, zawierajgca w czeSci tiomocznika fragment



zabezpieczonego grupa izopropylidenowa aminocukru, zdaniem wspétautoréw, moglaby byé wybrana

na kandydata do dalszych badan.
Od strony chemicznej przedstawione wyniki nie budzg zastrzezen.

! Publikacja zostala dobrze przygotowana chociaz zawiera maloistotne nieécistoéci. Przykladowo na
stronie 2 pod tabelq wystepuje tajemnicza substancja R1R1C(0)Cl, a w czeéci ESI czesto brakuje

spacji, jak to np. ma miejsce w opisie syntezy substancji 17, 23, 24. Jest to jednak wada nieistotna.

Publikacja #5: ACS Omega 2021, 6, 40, 26583—26600. Novel Double-Modified

Colchicine Derivatives Bearing 1,2,3-Triazole: Design, Synthesis, and Biological Activity Evaluation

Udzial mgr inz. Julii Krzywik w tej publikacji, ktory sie sprowadzal sie gtéwnie do zaplanowaniu
struktury czasteczek, ich syntezie i identyfikacji, jak réwniez do przygotowania manuskryptu i

odpowiedzi recenzentom, zostal oszacowany na 65%.

W tej publikacji Autorka zwrdcila uwage na biologiczne podobienstwo grupy amidowej a 1,2,3-

triazolowej ktore uznaé nalezy za bioisostery.

Podobnie jak w poprzednich publikacjach Autorka wykorzystata dobrze rozpoznane i dlatego
wiarygodne narzedzia do syntezy pozadanych pochodnych. W pierwszym etapie syntezy kolchicyna
zostala przeksztalcona w pochodng zawierajaca w pozycji C10 grupe metylaminows, a w pozycji C7 grupe
aminowg. Nastepnie grupa aminowa zostala przeksztalcona w grupe azydkowa z dobra 58%
wydajnoscia. W kolejnym etapie, gdzie nastepowalo zamkniecie pierScienia triazolowego, Autorka
wykorzystala protokél klik-chemii, ktéry pozwolit jej na otrzymanie réznorodnych produktow z
umiarkowana wydajnoscig. Syntetyczna cze$é publikacji zostala podzielona na 4 rozdzialy: synteza C4°
podstawionych triazoli, gdzie podstawnik przy C4" pochodzit bezpoérednio z wykorzystanych aikinéw;
synteza C4" podstawionych triazoli zawierajgcych w pozycji C4 " grupe karboksylowsg lub karboestrowsa;
synteza C4° podstawionych triazoli zawierajacych w pozycji C4° grupe hydroksymetylowa lub
hydroksymetyloestrowa; synteza C4° podstawionych triazoli zawierajgcych w pozycji C4° grupe
aminometylowa, ktéra nastepnie zostala wykorzystana w syntezie amidow i karbamatéw. Wszystkich

zostalo otrzymano 40 nowych pochodnych, z nich 39 zawieraly fragment triazolu.

Otrzymane substancji zostaly prawidlowo scharakteryzowane, a odpowiednie widma: 1H, 13C,

MS nmieszezono w ESI.

Struktury otrzymanych zwigzkéw zostaly przenalizowane in silico na przedmiot wlasciwos$ei
fizykochemicznych i potencjalnej zdolnosci byé wykorzystanymi jako $rodki terapeutyczne. Zostalo

pokazane, ze wirdd 39 pochodnych 28 mogg mieé zdolnoéé przenikaé blone lipidowa.

Testy biologiczne wykazaly, ze spora czeSé testowanych zwiazkow sg wysoce cytotoksyczne, a
niektére, jak to na przyklad pochodna azydkowa, réwniez aktywne wobec lekoopornej linii
nowotworowej LoVo/DX. Z kolei dwie pochodne nalezace do grupy mocznikéw wykazaly sie wysoka
selektywno$cia wobec komoérek nowotworowych. Ogblng konkluzja, zawarta w publikacji bylo



twierdzenie, Ze pochodne kolchicyny zawierajace pier§cien triazolu maja wysoki potencjal
farmaceutyczny i opublikowane wyniki mogg byé pomocne w opracowaniu nowych lekéw

przeciwnowotworowych.

! Koncepcja oraz wykonanie przedstawionych badan nie budzi zastrzezen, a uzyskane wyniki maja
wysoka warto$é naukowq. Zauwazyé réwniez nalezy, ze Autorka bardzo dobrze zaplanowala
wszystkie $ciezki syntetyczne tak by jak najbardziej skrécié iloéé etapéw prowadzqgeych do uzyskania

pozqdanych pochodnych.

! W ten sposéb badania zaprojektowane i wykonane przez mgr inz. Julie Krzywik
wykazaly, ie nowe modyfikacje struktury kolchicyny niosq ze sobq znaczne
zwiekszenie aktywnosci przeciwnowotworowej czgsteczek, a w wielu przypadkach
otrzymane znwiqzki byly réowniez wysoce selektywne i wyréznialy sie zdolnosciq
przelamywania lekoopornosci wybranej linii komérkowej. Badania réwniez okreslity
najlepiej rokujqce kierunki dalszych modyfikacji, a czes$é otrmymanych zwiqzkéw
zostata wytypowana do dalszych etapéw badan biologicznych. Jest to niewqipliwie

spore osiggniecie, ktore moze mieé réwniez aspekt komercyjny.

By ochronié wytworzona wlasnoé¢ intelektualna, Trimen Chemicals Sp. Zoo, uzyskat 2 patenty

Polskie, twdrca ktorych jest mgr inz. Julia Krzywik.

Patent #1: PL238376B1, NOWE POCHODNE KOLCHICYNY I ICH ZASTOSOWANIE, dotyczy ochrony
pochodnych kolchicyny zawierajacych grupe metyloaminowsg w pozycji C10, oraz podstawiona grupe
aminowa w pozycji C7 ( gdzie podstawnikami przy atomie azotu sg: réznorodne grupy alkilowe, grupy
karbocykliczne i heterocykliczne, réznorodne amidowe pochodne i rdznorodne karbaminianowe
pochodne) oraz ich zastosowanie medyczne w szczegdlnoéci w terapii nowotworéw w tym gruczolaka
pluc, piersi, jelita grubego réwniez opornego na doksorubicyne. Patent zawiera 39 przykladow syntezy

pochodnych oraz wyniki testow biologicznych wykonanych z zastosowaniem 5 linii komérkowych.

! Uzyskanie patentu w przypadku omawianych badan uznaé nalezy za uzasadnione, gdyz Autorka
wykazala, ze cze$é zaprojektowanych substancji mogq zostaé uznane za kandydata na nowego leku,
wtedy jak inne pochodne, jeszcze nie otrzymane o strukturach objetych ochrong patentowq, mogq byé
jeszcze bardziej aktywne. A wige chronione struktury mogq mieé zastosowanie komercyne w
przemysle farmaceutycznym. Zastrzezenie budzi jedynie fakt ze ochrong patentowq wynalazek jest

objety jedynie w Polsce, chociaz specyfika rynku sugerowataby raczej ochrone miedzynarodowaq.

Patent #12:P1.239901B1, NOWE POCHODNE KOLCHICYNY 1 ICH ZASTOSOWANIE, dotyczy ochrony
pochodnych kolchicyny zawierajacych grupe metyloaminowa w pozyeji C10, oraz podstawiona grupe
aminowag w pozycji C7 (gdzie podstawnikami przy atomie azotu sg grupy: aminokarbonylowa,

aminotiokarbonylowa, alkoksytiokabonylowa, tiocacylowa ,w tym zawierajagce podstawniki



karbocylkiczne i heterochykliczne) oraz ich zastosowanie medyczne w szczegblnoéci w terapii
nowotworéw w tym gruczolaka pluc, piersi, jelita grubego réwniez opornego na doksorubicyne. Patent
zawiera 17 przykladow syntezy pochodnych oraz wyniki testéw biologicznych z zastosowaniem g linii

komorkowych.

! Uzyskanie patentu w przypadku omawianych badan uznaé nalezy za uzasadnione, gdyz Autorka
wykazala, ze cze$é zaprojektowanych substancji mogq zostaé uznane za kandydatéw na nowe leki,
wtedy jak inne pochodne, jeszcze nie otrzymane o strukturach objetych ochrong patentowq, mogq byé
Jeszcze bardziej aktywne. A wiec chronione struktury mogq mieé zastosowanie komercyjne w
przemysle farmaceutycznym. Zastrzezenie budzi jedynie fakt ze ochrong patentowq wynalazek jest

objety jedynie w Polsce.

W ten sposdb ochrona patentowa w Polsce zostaly objete prawie wszystkie przedstawione w

publikacjach pochodne. Co stwarza warunki do dalszej komercjalizacji przeprowadzonych badar.

? Mimo dobrze rokujgcych wynikéw, Trimen Chemicals Sp. Zoo nie uzyskal ochrony
nowych pochodnych zawierajqcych pierscien triazolu oraz grype azydkowaq. Dlaczego
zdaniem Autorki substancji te maja mniejszy potencjal farmaceutyczny anizeli te objete

ochrong?

Kolejnym zalacznikiem do rozprawy jest wydruk kopii OSWIADCZENIA
WSPOLAUTOROW publikacji stanowigcych cykl monotematyczny, z ktérego jednoznacznie wynika

wniosek o wiodacej roli mgr inz. Julii Krzywik w wykonaniu badan oraz przygotowaniu manuskryptéw
publikacji (oraz patentéw) tudziez w odpowiedzi recenzentom.

Przedstawione publikacje jasno $§wiadcza, ze Pani mgr inz. Julie Krzywik jest
doswiadczona badaczka, ktéra umiejetnie projektuje i wykonuje réznorakie syntezy
organiczne, wykorzystujac do tego rozlegla wiedze z zakresu chemii organicznej o
reaktywno$¢ podstawowych grup funkcyjnych, pozwalajaca jej skuteczmie sterowaé
selektywnoscia reakcji zlozonych polaczen chemicznych pochodzenia naturalnego.
Niewatpliwym wyzwaniem, ktére napotykaja badacze pracujace z tak zlozonymi
substancjami, sa wykonanie skomplikowanych procedur oczyszczania tych zwigzkéw ze
zlozonych mieszanin reakeyjnych by otrzymaé substancje czyste wymagane do badan
biologicznych. Wyzwanie to, w przypadku prac Pani mgr inz. Juli¢ Krzywik, zostalo
pomySlnie sprostane. Na uwage zasluguje fakt zebrania i starannego opisania danych
spektroskopowych wszystkich otrzymanych zwiazkow, §wiadczace o wysokiej czystosci
produktéw reakeji. Badania biologiczne oraz obliczenia komputerowe, ¢o prawda, byly
wykonywane we wspoélprace, ale nie watpliwie Doktorantka posiada niezbedna wiedze

rowniez w tej dziedzinie, pozwalajaca jej na opracowanie otrzymanych wynikéw,



przygotowanie publikacji naukowych oraz wnioskéw patentowych. Opracowane przez
Doktorantke rozwigzania praktyczne pozwalaja rozwazaé mozliwosé prowadzenia
dalszych badan zmierzajacych do komercyjnego zastosowania wybranych pochodnych

kolchicyny w przemysle farmaceutycznym.

Na wysoka ocene zasluguje réwniez strona edytorska Rozprawy. Rozprawa
zostala zredagowana w sposé6b czytelny i klarownie eksponuje osiagniete wyniki prac.
Lektura rozprawy nasunela mi bardzo nieliczne drobne uwagi merytoryczne czy te o
charakterze redakcyjnym, ktére zostaly wymienione powyzej. Uwagi te nie moga wplynaé
na pozytywna oceng rozprawy. Jej lektura dowodzi, ze postawione zadania zostaly w pelni
zrealizowane. Realizacja planowanych badanh oraz redakcja rozprawy dowodza, ze jej
Autorka jest wszechstronnie wyksztalconym chemikiem, zdolnym do samodzielnej
realizacji zlozonych programéw z zakresu chemii organicznej, okreslania struktury
nowych polaczen chemicznych, oraz wlasciwoéci biologicznych otrzymanych substancji;
biegle wykorzystuje dostepne nowoczesne techniki eksperymentalne i obliczeniowe,
bardzo umiejetnie interpretuje i prezentuje otrzymane wyniki oraz umie nawigzaé i
prowadzi¢ wspdlprace naukowsa tam, gdzie s3 wymagane szczegélne i bardzo

specjalistyczne kompetencji.

W $wietle tej oceny stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa spelnia
wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim przez paragraf 6.4 Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrze$nia 2011 r. (Dz.U Nr. 204 poz. 1200
z dnia 22.09.2011) i wnosze do Rady Naukowej Dyvsevpliny Nauki Chemiczne UAM o

dopuszczenie jej Autorki mgr inz. Julie Krzywik do dalszveh etapéw przewodu

doktorskiego.

Poniewaz opisane w Dysertacji wyniki zostaly juz opublikowane w formie pieciu

publikacji oraz dwéch patentéw i byly publicznie omawiane w formie 4 ustnych

prezentacji konferencyjnych i jednej prezentacji plakatowej, rozwazenie mozliwosci

uznania recenzowanej Rozprawy za wyrézniajaca sie prace doktorska jest w pelni

zasadne. Dlatego, z uwagi na powyzsze, wnosze o 6znienie rozprawy doktorskiej mgr
7
inz. Julie Krzywik. ;é
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